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r  e  s  u  m  o
A contaminac¸ão pode estar presente nas placas de cultivo de embriões advinda de várias
origens, haja vista que os materiais coletados masculino e feminino não podem ser esteri-
lizados. Esta contaminac¸ão pode comprometer a viabilidade dos embriões, causar infecc¸ão
gestacional, trazer malformac¸ão fetal. Fungicidas e bactericidas são acrescentados aos
meios de cultura na tentativa de conter este crescimento microbiológico. Outros métodos
preventivos ainda em estudo devem ser avaliados. A contaminac¸ão deve ser identiﬁcada,
para nortear a legislac¸ão vigente que regulamenta os protocolos executados durante a
reproduc¸ão  assistida, para garantir a protec¸ão materno-fetal contra microrganismos de
importância patogênica. Deve-se avaliar a interferência da contaminac¸ão para os embriões
e  fetos, na tentativa de se estabelecer causas e consequências especíﬁcas.
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Contamination may be present in the embryos culture arising from various sources boards,
given that the materials collected male and female cannot be sterilized. This contamination
can  compromise embryo viability, gestational cause infection, bringing fetal malforma-
tion. Antifungal and antibiotics are increase to the culture media in an attempt to stop
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Pregnancy
Fertilization
this microbiological growth. Preventive methods still under study should be evaluated. The
contamination must be identiﬁed to guide the legislation that regulates protocols execu-
ted  during assisted reproduction to ensure maternal fetal protection against pathogenic
microorganisms of importance. Should evaluate the interference of contamination for the
embryos, fetuses and infants, in an attempt to establish speciﬁc causes and consequences.
©  2014 Sociedade Brasileira de Reproduc¸ão Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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 decréscimo da fertilidade é um inevitável fato biológico, ali-
do à maternidade tardia. A técnica de fertilizac¸ão in vitro
FIV) avanc¸ou nestas últimas três décadas para ajudar os
asais a resolverem o problema da infertilidade. Dado histó-
ico relatado,1 o bebê Louise Brown foi o primeiro a nascer
e FIV. Na FIV, os embriões são formados e cultivados fora do
orpo da mulher, em placas de cultivo, grac¸as ao avanc¸o dos
eios de cultura e estufas, que oferecem os nutrientes neces-
ários para o bom desenvolvimento dos embriões. Estas placas
ão o melhor local de coleta para veriﬁcar se há contaminac¸ão
icrobiológica eminente, pois os vários fatores prováveis de
ontaminac¸ão conﬂuem todos para elas, o que interfere dire-
amente nas taxas de gestac¸ões e nascimentos.
Em laboratórios de reproduc¸ão humana o controle de qua-
idade é de fundamental importância para o sucesso dos
rocedimentos. A realizac¸ão correta destes inﬂui diretamente
os resultados, principalmente porque o líquido folicular e o
êmen podem sofrer contaminac¸ão e não podem ser este-
ilizados. Cada passo nos procedimentos e manipulac¸ões
aboratoriais devem ser executados com técnicas de assepsia
igorosamente protocoladas.2
A exata frequência destas contaminac¸ões microbiológicas
 a interferência nos resultados em reproduc¸ão assistida não
ão consenso entre os autores.3 Desde 1997, contaminac¸ões
icrobiológicas em meios de cultura têm sido rotineiramente
egistradas, contribuindo diretamente nos resultados gestaci-
nais em fertilizac¸ão assistida.4
As principais causas desta contaminac¸ão vêm sendo asso-
iadas à infecc¸ão nos tratos genital masculino e feminino e
 própria microbiota local, com consequente contaminac¸ão
os ovócitos e embriões. Estes, quando transferidos para o
tero, podem causar infecc¸ões que poderão comprometer sua
mplantac¸ão e sobrevivência durante a gestac¸ão, também cau-
ando prejuízos maternos. A contaminac¸ão pode vir ainda do
r, de maquinários e de materiais utilizados.2 Com isso, se
stabelece a importância da pesquisa de microrganismos em
ertilizac¸ão assistida durante todo o processo, iniciando na
anipulac¸ão de gametas, embriões e transferências.
egislac¸ão  vigente  para  os  laboratórios
e  reproduc¸ão  humanas diversos tipos de agentes contaminantes que afetam os
esultados em reproduc¸ão assistida podem ser detidos ou
inimizados com a execuc¸ão de protocolos testados cienti-
camente e exigidos por lei.5 Os laboratórios de reproduc¸ãohumana (LRH) devem conter câmara de ﬂuxo positiva, ﬁltros
de ar e todos os cuidados de assepsia e descontaminac¸ão.
O ambiente de micromanipulac¸ão de gametas não deve pos-
suir qualquer instalac¸ão hidrossanitária, como pias, ralos ou
lavatórios. O sistema de climatizac¸ão deve manter pressão
positiva em relac¸ão aos ambientes adjacentes, controle da
temperatura entre 21 a 24 ◦C, umidade relativa do ar entre
40 e 60%, vazão mínima de ar total de 45(m3/h)/m2, vazão
mínima de ar exterior de 15(m3/h)/m2, e ﬁltragem mínima no
insulﬂamento com ﬁltros G3+carvão ativado+F8.
São usados ﬁltros de ar como o HEPA e o de carvão ativado
para substâncias orgânicas voláteis. Os ﬁltros de ar devem ser
particulados de alta eﬁciência, ou ﬁltros de ar de ultrabaixa
penetrac¸ão. Este ar terá acesso às incubadoras dependendo
do tipo (aquelas com mistura de 5% de CO2 e 95% de ar,
por exemplo), que devem passar por dois testes consecutivos
com embriões de camundongos antes de serem usadas nos
procedimentos.6
As incubadoras devem ser usadas no máximo para três
pacientes. Aquelas menores estabilizam-se mais rapidamente
quando abertas e devem conter termômetros veriﬁcados diari-
amente, assim como o CO2. As mais novas apresentam maior
taxa de gestac¸ão.6 Como a qualidade do ar é um dos fatores
mais importantes do laboratório, sua avaliac¸ão deve ser um
procedimento de rotina. Semestralmente, a antecâmara e o
laboratório devem ser submetidos à contagem de partículas
e à veriﬁcac¸ão do ﬂuxo de ar por uma  agência certiﬁcada. Se
necessário, os ﬁltros de teto deverão ser trocados a cada três
meses.
A manipulac¸ão das amostras somente deve ser efetuada
em uma  área limpa classiﬁcada, no mínimo, como ISO Classe
5, segundo a norma NBR/ISO 14644-1 da Associac¸ão Brasi-
leira de Normas Técnicas (ABNT), com cabine de seguranc¸a
biológica Classe II Tipo A, módulo de ﬂuxo unidirecional
ou de ﬂuxo laminar, segundo as orientac¸ões da NBR/ISO
14644-4 da Associac¸ão Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
Neste caso, o banco de células e tecidos germinativos deve,
obrigatoriamente, possuir antecâmara de acesso à sala de pro-
cessamento, além do vestiário de paramentac¸ão. Deve conter
congelador com temperatura igual ou inferior a 135 ◦C nega-
tivos, com registro automático da temperatura e exclusivo
para o armazenamento de células e tecidos germinativos libe-
rados para uso, ou reservatório ou contêiner adequado para
nitrogênio líquido e exclusivo para o armazenamento de célu-
las e tecidos germinativos.
A triagem sorológica dos pacientes, segundo a legislac¸ão,
deve ser realizada para as seguintes doenc¸as infectocon-
tagiosas: síﬁlis, hepatite B (HBsAg e anti-HBc), hepatite C
(anti-HCV), vírus da imunodeﬁciência humana (HIV 1 e
 . 2 0 168  r e p r o d c l i m
2), vírus linfotrópicos de células T humanas (HTLV I e II), cito-
megalovírus e clamídia.
No caso de sêmen ou de oócito criopreservado, a liberac¸ão
da amostra só ocorrerá após os testes sorológicos serem repe-
tidos em prazo nunca inferior a seis meses. Na primeira coleta
de amostra de sêmen deve ser realizada triagem microbio-
lógica, com exames para detecc¸ão de Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Neisseria gonor-
rhoeae e bactérias aeróbias. Estes testes devem ter resultado
negativo para patógenos seminais antes da liberac¸ão da amos-
tra. Para os proﬁssionais no laboratório de FIV recomenda-se
a vacinac¸ão contra doenc¸as virais e bacterianas, abordando
pacientes e manejando amostras (ﬂuidos corporais, ﬂuido foli-
cular ou sêmen) como potenciais fontes de infecc¸ão.7
Para os meios de cultivo deve-se observar o prazo de
validade e instalac¸ões apropriadas para o armazenamento.
Não utilizar o soro ou ﬂuído folicular dos doadores como
aditivos para os meios de cultura. O uso de óleo mineral
pré-equilibrado ajudará a manter a temperatura, a pressão
osmótica e o pH. Deve haver protocolos de funcionamento,
calibrac¸ão, limpeza e de emergência com condutas em caso
de pane, com sistema de back-up elétrico para os principais
equipamentos.
Semelhante à legislac¸ão brasileira, a legislac¸ão européia
também é citada em teses de controle de qualidade em LRH e
a preocupac¸ão é promover o maior nível de seguranc¸a possível
para garantir a saúde pública.8
Principais  fontes  de  contaminac¸ão
e prevalência
Todo material biológico deve ser tratado como ponto inicial
de contaminac¸ão.6 Doenc¸as do aparelho reprodutor mascu-
lino e feminino também podem ser fonte de contaminac¸ão.
Segundo Cottell et al. (1997),4 foram encontrados e cultiva-
dos micro-organismos de vários loci em aproximadamente
50% dos casos de FIV. Fluido seminal e líquido folicular são
fontes potenciais de contaminac¸ão microbiológica.4
Candida albicans é uma  levedura muito encontrada entre os
microrganismos do trato genital feminino e masculino. Este
fungo, também veriﬁcado nas contaminac¸ões dos laboratórios
de reproduc¸ão assistida, pode ser proveniente dos pacientes
submetidos à FIV e injec¸ão intracitoplasmática de esper-
matozoide (ICSI). Vários autores relatam terem encontrado
leveduras em seus estudos, avaliando vários aspectos de com-
prometimento dos resultados em fertilizac¸ão assistida.9–11
Bactérias também são participantes da microbiota do
trato genital. A conﬁrmac¸ão da presenc¸a de células vagi-
nais no ﬂuido folicular durante a punc¸ão transvaginal
para recrutamento de oócitos, em maior porcentagem
nos folículos inicialmente puncionados, sugere a possibili-
dade de contaminac¸ão pelo meio vaginal.12 Conhecido este
tipo de contaminac¸ão, os procedimentos envolvem a utili-
zac¸ão de antibióticos no sêmen e na cultura de embriões.
Penicilina, estreptomicina e gentamicina vêm sendo utiliza-
dos com resultados promissores, com 95% de eliminac¸ão de
bactérias.4
A doenc¸a inﬂamatória pélvica é causada por vários agen-
tes, entre eles a Neisseria gonorrhoeae, diplococo gram-negativo 4;2  9(2):66–70
aeróbico facultativo. A uretrite pode ser causada pela Chlamy-
dia trachomatis, Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis.
A síﬁlis é causada pelo Treponema pallidum, o cancro mole
pelo Haemophilus ducreyi e o linfogranuloma venéreo pela
Chlamydia trachomatis. A vaginose bacteriana, com alterac¸ão
da ﬂora, é causada por vários agentes, entre eles a Gardne-
rella vaginalis, relacionada com resistência ao metronidazol e
à doxaciclina, o que demonstra a vulnerabilidade da depen-
dência de antibióticos.13
Outro veículo contaminante é o ar, quando os LRH não tra-
balham com ﬁltros de ar compatíveis com a descontaminac¸ão
efetiva da sala de embriologia. Bactérias comumente encon-
tradas nestas condic¸ões correspondem, principalmente, ao
gênero bacillus, estreptobacilos gram-positivos de grande porte
e sem importância médica. Fungos como do gênero aspergil-
lus são encontrados nas placas, provavelmente vindos do óleo
mineral contaminado usado para sobreposic¸ão das gotas do
meio de cultura. São fungos ambientais contaminantes do ar
os gêneros aspergillus e penicillium.14
Em medicina reprodutiva existe risco signiﬁcativo de
contaminac¸ão cruzada durante a criopreservac¸ão de game-
tas ou embriões. Em estudo de revisão, conclui-se que há um
risco negligenciado de contaminac¸ão cruzada em condic¸ões
de FIV.15 Encontrou-se relac¸ão entre infertilidade e vírus da
hepatite C em um grupo de casais inférteis, com prevalência
de 3,2% para as mulheres e 3,6% para os homens,16 que pode
ser transmitida de uma  mulher para outra pela contaminac¸ão
transvaginal por equipamentos ou dos pais para o concepto.
Recomendou-se que pacientes inférteis fossem rastreados
antes de submetidos a técnicas de reproduc¸ão assistida.
Kastrop et al. (2007)14 descrevem incidência de 0,67% de
contaminac¸ão nos LRH europeus. A amostra envolveu mais
de 13.000 casos.14 Um estudo de prevalência no Brasil encon-
trou 4,8% de contaminac¸ão nas placas por bactérias e fungos,
considerando a contaminac¸ão como fator de contribuic¸ão  do
fracasso em reproduc¸ão assistida.17
Medidas  preventivas  em  estudo
Com a prevalência de contaminac¸ão conhecida e com os gêne-
ros identiﬁcados, poder-se analisar a interferência desta sobre
o sucesso da reproduc¸ão assistida, pois o tipo de contaminac¸ão
parece variar os resultados. Autores também divergem em
seus resultados.  Candida albicans aumentou a fragmentac¸ão
do DNA e apoptose, danos que podem ter causado fracasso
após a fertilizac¸ão.18 Outros autores relatam que nascimentos
após a transferência de embriões inseridos em meios conta-
minados com leveduras ocorrem dentro das taxas normais
de freqüência para reproduc¸ão assistida, concluindo que a
contaminac¸ão pelo fungo não é razão para cancelar a transfe-
rência de embriões.11
A primeira consequência observada, quando contamina-
dos com patógenos, está na reduc¸ão da formac¸ão de embriões
viáveis para transferência. Os embriões podem não sobreviver
nas primeiras clivagens, apresentar teratogenia, ou simples-
mente não conseguirem implantar no útero. Também podem
ocorrer síndromes que comprometam a saúde fetal, trazendo
a possibilidade de aumento de natimortos, prematuridade, ou
nascimento de conceptos pequenos para a idade gestacional,
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escritos em estudos com bovinos onde a fertilizac¸ão assis-
ida é amplamente utilizada.19 Em outra vertente, existe o
isco de infectar o organismo materno, com consequências
emporárias ou deﬁnitivas.
Os procedimentos de controle de qualidade devem ser
empre atualizados para minimizar esses riscos, já que a
ontaminac¸ão pode ser vertical (dos progenitores para o
mbrião), ou lateral (de uma  mulher para outra). Um traba-
ho minucioso detectou a colonizac¸ão e a contaminac¸ão do
uído folicular, concluindo que ele não é estéril, podendo
er sido contaminado em procedimentos invasivos anteriores
a própria coleta anterior de ovócitos). Estes microrganismos
olonizadores e as respostas imunológicas com produc¸ão de
itocinas que se seguem naturalmente no processo infeccioso
iminuíram as taxas de sucesso.18
As infecc¸ões tubárias podem ser relacionadas aos ovários
 cavidade peritoneal, além de poder causar lesão deﬁni-
iva na tuba uterina, o que faz mulheres procurarem servic¸os
e reproduc¸ão assistida. Riscos de infecc¸ão pélvica aguda
ara a mãe  após a coleta de ovócitos por via vaginal são
iscutidos em um estudo de caso. História de violência
exual, sorologia positiva para o HIV e infecc¸ão por clamí-
ia foram fatores preditivos para a infertilidade por fator
ubário.20
A investigac¸ão viral nas placas, por sua vez, é bem mais
omplexa. Os vírus especíﬁcos são detectados na sorologia
xigida durante o rastreamento inicial do casal. Um composto
ntiviral conhecido como DB 606 foi testado em embriões
ovinos, indicando que não houve diminuic¸ão das taxas de
ascimento entre o grupo não tratado e o tratado.21
A técnica utilizada na reproduc¸ão assistida também inter-
ere nas taxas de contaminac¸ão. Segundo Kastrop et al.
2007),14 não foram encontrados casos de contaminac¸ão em
CSI e a selec¸ão de uma  única injec¸ão de espermatozoide pode
eduzir o risco de contaminac¸ão.14 A técnica que envolve gra-
iente de centrifugac¸ão do sêmen diminui drasticamente a
ontaminac¸ão bacteriana.22 Esta técnica é eﬁcaz para redu-
ir a populac¸ão microbiana no sêmen e inofensiva para os
spermatozoides.23 A preparac¸ão do sêmen pode ser feita por
win up ou gradiente de densidade, mas  nenhuma delas conse-
uiu eliminar totalmente os grupos mais encontrados, como
streptococos, estaﬁlococos e coliformes.24 Alguns parâme-
ros seminais de bacteriospermia e alto índice de leucócitos
o sêmen foram relacionados com a fragmentac¸ão do DNA
os espermatozoides.25
No que diz respeito à descontaminac¸ão do nitrogênio
íquido durante o descongelamento de gametas e embriões
ela técnica de exposic¸ão à radiac¸ão UV em 253,7 nm
ara obter rápida descontaminac¸ão microbiana antes da
vaporac¸ão completa do nitrogênio líquido, estudo de Par-
egiani et al. (2010)26 encontrou eﬁcácia para bactérias
Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
hia coli) e fungos (Aspergillus niger), patógenos de importância
édica e normalmente encontrados em infecc¸ão hospitalar.26
ampos et al. (2012)27 descrevem o uso de soluc¸ão para lavar os
vócitos antes do cultivo ou da criopreservac¸ão contendo dez
ezes mais antibiótico/antimicótico do que o valor encontrado
o meio de cultura, conservando a cultura de ovócitos por
44 horas sem contaminac¸ão, técnica recente que usa estrep-
omicina, penicilina e anfotericina.27;2  9(2):66–70 69
Anormalidades cromossômicas são encontradas em
60% dos abortos espontâneos, tornando a mais abrangente
explicac¸ão biológica das falhas em gestac¸ões.28 Foram encon-
tradas alterac¸ões na expressão gênica de embriões derivados
de FIV, sofrendo estresse fragmentativo provavelmente con-
trolado pelo gene P-53 como consequência da sub condic¸ão
de cultivo. Há evidências de que embriões com perﬁs de
expressão que denotam característica morfológica boa e
adequada para fase de desenvolvimento têm maior potencial
para implantac¸ão.29
Em 2010, um estudo longo de casuística elevada abordou as
malformac¸ões congênitas em crianc¸as nascidas de fertilizac¸ão
assistida e encontrou risco aumentado para defeitos congê-
nitos cardiovasculares e reduc¸ão de membros.30 Não houve
investigac¸ão das causas das anormalidades, mas  as técnicas
em FIV são suscetíveis à contaminac¸ão, em várias etapas.
Apesar da contaminac¸ão por bactérias e fungos no ambiente
laboratorial apresentar baixa prevalência, em média abaixo
de 1% nos laboratórios europeus,14 as condic¸ões laboratoriais
no Brasil, especialmente o comprometimento da qualidade
e manutenc¸ão dos ﬁltros de ar, podem trazer um resultado
depreciativo na reproduc¸ão assistida.
Conclusões
Como não há estudos associando doenc¸as com a
contaminac¸ão embrionária em técnicas de reproduc¸ão
assistida, torna-se difícil a atribuic¸ão da contaminac¸ão à
consequência especíﬁca. Mesmo que não possa ser corro-
borada por estudos em humanos, há evidência de infecc¸ão
gestacional que prejudica o aparelho reprodutivo e provoca
malformac¸ão em fetos de bovinos.19 O entendimento sobre
as possíveis contaminac¸ões endógenas e exógenas do corpo
materno, gametas masculino e feminino e embriões, traz à
luz a necessidade do rastreamento e controle dos agentes
infecciosos dentro do LRH, a ﬁm de estabelecer associac¸ão
entre contaminac¸ão microbiológica e sucesso na reproduc¸ão
assistida.
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